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Изучали влияние стресса  `

и пиразинсодержащих 
хемосигналов на содержание 
антителообразующих клеток в 
селезенке, а также митотические 
нарушения в клетках костного 
мозга нескольких линий мышей. 
Показано, что используемые 
воздействия специфично 
индуцируют иммуносупрессию и 
дестабилизируют хромосомный 
аппарат  делящихся клеток в 
зависимости от: а) генотипа 
животных-реципиентов  и  
б) положения боковых цепей в 
пиразиновом кольце хемосигнала. 
обсуждается важность изучения 
ольфакторно индуцированных 
эффектов в связи с широким 
использованием подобных 
соединений в парфюмерной, 
пищевой и фармакологической 
промышленности.
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ВВЕДЕНИЕ

Пиразинсодержащие вещества широко распространены в природе и ак-
тивно используются человеком в пищевой, фармакологической и парфю-
мерной промышленности. Являясь компонентами, придающими специфи-
ческий аромат жареным пищевым продуктам (мясу, зернам какао, орехам), 
пшеничному хлебу, продуктам на основе татарской гречихи, темному шоко-
ладу, чайным настоям и т. п., они употребляются человеком в пищу (Counet 
et al., 2002; Maga, Sizer 1973; Qin et al., 2011). Различные пиразины най-
дены в таких естественных продуктах, как кольраби, аспарагус, картофель 
(цит. по Adams et al., 2002). Многие пиразины, содержащиеся в пищевых 
продуктах, оцениваются как не- или малотоксичные на основе токсиколо-
гических экспериментов с крысами (Adams et al., 2002). Тем не менее неко-
торые пиразинсодержащие препараты оказывают сильное биологическое 
действие на живые организмы, что используется в медицине при лечении 
туберкулеза, онкологических заболеваний, для снижения уровня липидов и 
оказания седативного эффекта.

В работе Jemiolo и Novotny (1994) выявлено негативное влияние феромона 
самок мышей 2,5-диметилпиразина (2,5-ДМП) на скорость полового созревания 
молодых особей своего вида. В экспериментах in vivo и in vitro показано, что пи-
разины сигаретного дыма в пико- и наномолярных концентрациях угнетают функ-
ционирование яйцевода у золотистого хомячка (Riveles et al., 2004). Человек так-
же ощущает запахи пиразинсодержащих соединений, причем чувствительность к 
некоторым из них меняется с возрастом (Schiffman, Leffingwell, 1981).

Нами ранее показано, что экспозиция самцов мышей с 2,5-ДМП увели-
чивает частоту индуцированных доминантных леталей в их потомстве (Даев, 
2003), что может быть связано с выявленным увеличением частоты аномалий 
головок сперматозоидов (Даев, Дукельская, 2003). Таким образом, летучие 
хемосигналы и, в частности, пиразинсодержащие феромоны мышей и других 
животных, могут оказаться далеко не такими безопасными, как представля-
лось ранее (Riveles et al., 2004).

Феромоны животных могут действовать на особей как своего, так и других 
видов. У домовой мыши некоторые феромональные воздействия активируют 
работу гипоталамо-гипофизарной системы, индуцируют гипертрофию надпо-
чечников, угнетают работу кроветворной, иммунной и репродуктивной сис-
тем, и поэтому могут считаться стрессорами (Даев и др., 2012; Marchlewska-
Koj, Zacharczuk-Kakietek, 1990; Southwick, 1959; Wuensch, 1979). Особенно 
часто ингибирующие эффекты проявляются при действии на животных-ре-
ципиентов одноименного с донорами феромонов пола. Однако встречаются и 
менее специфично действующие хемосигналы.

ЭКолого-генетичеСКие модели
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Целью настоящей работы явилось изучение эффек-
тов и механизмов иммуносупрессирующего действия 
некоторых летучих пиразинсодержащих хемосигналов на 
самцах домовой мыши разных линий.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Работа по изучению иммуномодулирующих и цитоге-
нетических эффектов пиразинсодержащих летучих соеди-
нений выполнена на половозрелых мышах-самцах линий 
СВА, C57BL/6 (В6), ICR и гибридах CBAB6F1 массой 
22–26 г, содержавшихся в условиях вивария на обычном 
пищевом рационе в пластиковых боксах по 5–6 особей. 
Использовали стандартные полипропиленовые клетки (22 
× 30 ×10 см). Световой режим (12:12) поддерживали ав-
томатически. В качестве подстилки использовали опилки.

Действующими факторами являлись различные лету-
чие пиразинсодержащие хемосигналы (рис. 1), экскрети-
руемые во внешнюю среду феромоны стрессированных 
плаванием син- или аллогенных половозрелых самцов 
или само стрессирование плаванием в течение 60 мин 
при температуре 30 °C (Даев и др., 2007).

Для воздействия летучими хемосигналами на ре-
шетках клеток с мышами размещали перфорированную 
капсулу, содержащую ватный тампон с 1,5 мл соответс-
твующего 0,01% (для линии СВА) или 0,002% (для ли-
нии ICR) водного раствора. При выборе доз ориентиро-
вались на природные колебания содержания феромона 
2,5-ДМП в нативной моче самок мышей (Novotny et al., 
1993). Прямой контакт с раствором исключали. Исполь-
зовали растворы 2-метилпиразина (МП), 2,3-диметил-

пиразина (2,3-ДМП), 2,5-диметилпиразина (2,5-ДМП) 
и 2,3,5-триметилпиразина (ТМП). Воздействие длилось 
24 часа.

Для воздействия летучими компонентами мочи 
(ЛКМ) стрессированных самцов использовали об-
разцы мочи, впитавшейся в течение суток в бумаж-
ную подстилку (лист фильтровальной бумаги), по-
мещенную под сетчатое дно из нержавеющей стали 
в клетке с син- или аллогенными животными-доно-
рами. Такую подстилку с образцом мочи мышей-до-
норов помещали на 24 часа под сетчатое дно клетки 
с самцами-реципиентами соответствующей линии.

Для оценки иммуносупрессивного действия исполь-
зуемых факторов через 3 суток после начала экспони-
рования с ЛКМ мышей иммунизировали эритроцитами 
барана в дозе 1 × 10 8 клеток. Через 4 суток после им-
мунизации животных декапитировали под эфирным нар-
козом. Определяли содержание антителообразующих 
клеток (АОК) в селезенке по методу Каннингема (Cun-
ningham, 1965).

Для цитогенетических исследований самцов забивали 
методом цервикальной дислокации и фиксировали кост-
ный мозг животных по стандартной методике. В дальней-
шем готовили давленые препараты клеток костного моз-
га. Для оценки влияния экспериментальных воздействий 
использовали анателофазный метод анализа нарушений 
митоза. К нарушениям относили мосты, фрагменты и от-
ставшие хромосомы. При наличии в клетке двух и более 
повреждений ее относили к классу «множественные на-
рушения» (Даев, 2011).

Во всех экспериментах гомогенность материала 
внутри групп и сравнение данных между вариантами 
оценивали с помощью многопольного критерия χ 2. До-
стоверность различий между группами по содержанию 
АОК в селезенке оценивали с помощью критерия Стью-
дента.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Физический стрессор — процедура плавания — одина-
ково снижает содержание АОК в селезенке через 3 сут. пос-
ле воздействия у животных линий СВА и В6 (табл. 1). Это 
действие сравнимо с 24-часовым воздействием феромоном 
2,5-диметилпиразином. Этот феромон у домовой мыши яв-
ляется сигналом чрезмерно высокой плотности содержания 
животных и неспецифически тормозит скорость полового 
созревания молодых особей (Jemiolo, Novotny, 1994). Экс-
позиция с 2,5-ДМП снижает содержание АОК как у самцов 
линии СВА (в 1,7 раза), так и у В6 (в 1,6 раза).

Феромоны, выделяемые сингенными стрессирован-
ными самцами, также снижают анализируемый пока-
затель у самцов-реципиентов обеих линий примерно в 
1,6 раза. Однако выявляются межлинейные различия в 
реакции на хемосигналы стрессированных аллогенных 
животных. Если у животных линии СВА содержание 

Рис. 1. Структурные формулы используемых 
пиразинсодержащих веществ
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АОК в селезенке падает в 1,4 раза после воздействия 
хемосигналами самцов линии В6, то у самцов линии 
В6 в ответ на действие хемосигналов самцов линии 
СВА зарегистрировано снижение анализируемого по-
казателя в 2,4 раза. Таким образом, летучие хемосиг-
налы аллогенных самцов влияют на содержание АОК 
у самцов-реципиентов обеих линий сходным образом с 
действием физического стрессора и 2,5-ДМП. Однако 
можно предполагать наличие межлинейных различий в 
силе реакции на аллогенные воздействия, так как спе-
цифические хемосигналы, экскретируемые самцами 
«чужой» линии СВА действуют на реципиентов линии 
В6 более эффективно.

Можно полагать также, что существуют генетически 
детерминированные различия в динамике ответа на ка-
кие-то специфические хемосигналы, чем и обусловлены 
выявленные различия в силе ответа на используемые 
воздействия. Известно, например, что линии мышей 
СВА и В6 отличаются по составу комплекса главных 
белков мочи (MUP’s), которые являются транспорте-
рами феромональных молекул (Даев, 2011; Beynon, 
Hurst, 2003). Различия в структуре лиганд-связываю-
щего кармана изоформ белков семейства MUP, экскре-
тируемых в моче и презентируемых на мембранах кле-
ток ольфакторного эпителия у животных разных линий 
(Perez-Miller et al., 2010) могут определять разницу 
ответа на используемые хемосигналы. Показано также, 
что внутрилинейные индивидуальные различия в соста-
ве экскретируемых MUP’s предопределяют биологи-
ческую активность транспортируемых ими феромонов 
(Даев, Свердлова, 2002; Даев, 2006). Более высокая 
концентрация MUP’s у самцов линии СВА предполага-
ет повышенную концентрацию феромонов, которые и 
обуславливают более сильную иммуносупрессию у сам-
цов-реципиентов линии В6 по сравнению с более сла-
бым эффектом феромонов самцов линии В6 на аллоген-
ных самцов (табл. 1). Предполагая наличие по крайней 
мере частичной адаптации к действию собственных 
хемосигналов, можно говорить о внутривидовом ре-
гуляторном значении их стрессирующего действия на 
животных других генотипов, чем может определяться 
дифференциальная приспособленность животных этих 
генотипов.

Сравнение реакции на «свое» и «чужое» у гибридов 
СВАВ6F1 не выявило достоверного снижения содержа-
ния АОК после воздействия хемосигналами интактных 
самцов обеих родительских линий (100 ± 4,6 в контроле; 
116 ± 6,0 после хемосигналов СВАинт. и 108 ± 6,6 по-
сле хемосигналов В6инт.). Можно предполагать, что если 
признак продукции специфиче ского хемосигнала(ов) на-
следуется по принципу кодоминирования, то феромоны 
обеих линий будут «своими» для гибридов F1 и потому 
не вызывают иммуносупрессии.

Учитывая широкое распространение пиразинсодер-
жащих соединений в природе и их активное использо-

вание человеком в разных областях промышленности 
(в первую очередь пищевой, парфюмерной и фармако-
логической) представляло интерес проверить иммуно-
супрессивные свойства некоторых пиразинсодержащих 
летучих молекул.

Показано, что действие феромона 2,5-ДМП при-
водит к снижению содержания АОК в селезенке сам-
цов-реципиентов лини СВА в 1,8 раза, 2-метилпира-
зин также снижает содержание АОК в 1,4 раза (табл. 
2). Тем не менее удаление одного метильного радикала 
из молекулы феромона выявляет тенденцию к ослаб-
лению иммуносупрессивного эффекта феромонально-
го воздействия. Изменение взаимного расположения 
метильных радикалов в молекуле диметилпиразина 
также влияет на иммуносупрессивную способность 
используемого хемомсигнала: смещение метильного 
радикала из оппозитного (2,5-) в смежное положение 
(2,3-) ослабляет эффект действия этого пиразинсодер-
жащего вещества по сравнению с природным феромо-
ном мыши. Введение же дополнительного метильного 
радикала (триметилпиразин) практически лишает его 
биологической активности в отношении изучаемого 
показателя.

Таким образом, несмотря на летучесть и «пахучесть» ис-
пользуемых структурно схожих соединений, они обладают 
разным биологическим действием. Иммуносупрессивная ак-

Таблица 1
Содержание антителообразующих клеток 
в селезенке самцов-реципиентов мышей линий СВА 
и В6 через 3 сут. после различных внешних 
воздействий (в% по отношению 
к соответствующему контролю,%±m%)

Воздействие
Содержание АОК в селезенке 

самцов линии

СВА В6

Контроль
Физический стрессор

100 ± 5,5
53 ± 6,6а

100 ± 7,3
49 ± 5,7а

Контроль (вода)
2,5-ДМП

100 ± 5,8
59 ± 5,8а

100 ± 6,1
64 ± 4,2а

Контроль  
(Син-ЛКМинт.♂♂)
Син-ЛКМстр. ♂♂

100 ± 6,2
63 ± 4,3а

100 ± 7,6
61 ± 5,а 

Контроль  
(Син-ЛКМинт. ♂♂)
Алло-ЛКМинт. ♂♂ 

100 ± 7,7
71 ± 9,9а

100 ± 9,9
42 ± 2,9а, б

Обозначения: физический стрессор — плавание; 2,5-ДМП — 
2,5-диметилпиразин; Син- или Алло-ЛКМ — сингенные 
или аллогенные летучие компоненты мочи половозрелых 
самцов используемых линий; ЛКМинт. или ЛКМстр. — 
летучие компоненты интактных или стрессированных 
самцов-доноров.а — отличие от соответствующего контроля; 
б — отличие от соответствующего показателя в линии СВА
(критерий Стьюдента, P < 0,05). 
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тивность, хотя и ослабленная, сохраняется у 2-метилпирази-
на и 2,3-диметилпиразина и исчезает у триметилпиразина.

Сопоставление полученных данных по иммуносуп-
рессии, индуцированной пиразинсодержащими хемо-
сигналами (табл. 2), с цитогенетическим эффектом 2,3 
-2,5-ДМП (Даев и др., 2009), показывает, что экспози-
ция с феромоном самок (0,01 % р-р) в 2,3 раза повыша-
ет уровень митотических нарушений в клетках костного 
мозга самцов-реципиентов линии СВА. В то же время 

влияния 2,3-ДМП на этот показатель не обнаружено 
(табл. 3). Таким образом, выявляется специфичность 
ответа разных органов на действие одних и тех же хемо-
сигналов. Можно предположить, что 2,3-положение ме-
тильных радикалов в пиразиновом кольце (по сравнению 
с 2,5-положением) снижает биологическую активность 
2,3-ДМП. Низкая активность хемосигнала не индуциру-
ет макроповреждений хромосомного аппарата в митоти-
чески делящихся клетках костного мозга, но достаточна, 
чтобы отразиться на антителообразовании.

Ранее на самцах линии ICR был выявлен «цитоге-
нетический» эффект 2,5-ДМП: 24-часовая экспозиция 
самцов с этим феромоном приводила к повышению час-
тоты митотических нарушений, выявляемых ана-тело-
фазным методом в делящихся клетках костного мозга, в 
1,6–1,8 раза по сравнению с соответствующим контро-
лем. В то же время влияния МП и 2,3-ДМП показано 
не было (табл. 3). Следует отметить, что используемые 
концентрации хемосигналов в экспериментах с самцами 
линии ICR были в 5 раз ниже (т. е. в виде 0,002% рас-
творов). Однако даже при таких концентрациях была 
обнаружена индукция митотических нарушений пос-
ле экспозиции с ТМП, хотя и более слабо выраженная 
по сравнению с действием 2,5-ДМП. Таким образом, с 
одной стороны, содержание АОК в селезенке оказыва-
ется более чувствительным показателем, т. к. реагирует 
на действие МП и 2,3-ДМП. С другой стороны, ана-те-
лофазный тест выявляет действие ТМП. По-видимому, 
изучаемые хемосигналы обладают тканеспецифическим 
действием. Несмотря на сходство данных, полученных с 
помощью цитогенетического анализа на самцах сравни-
ваемых линий (табл. 3), животные ICR могут оказаться 
намного чувствительнее по реакции к ТМП по сравне-
нию с самцами линии СВА. Однако этот вопрос требует 
дополнительного изучения.

Иммуносупрессирующий и «цитогенетический» эф-
фект пиразинсодержащих соединений сходен с их нега-
тивным действием на развитие эмбрионов курицы, что 
может быть связано с ингибированием синтеза ДНК 
(Melkonian et al., 2003). Данные, полученные в бакте-
риальных системах, показывают, что производные пи-
разина могут нарушать процессы гликолиза, приводя к 
клеточному стрессу и к индукции мутагенеза (Takechi et 
al., 2009).

Эксперименты с пиразинсодержащими молекулами, 
проведенные на дрозофиле, показывают, что характер 
активации наборов ольфакторных рецепторов струк-
турно близкими веществами может быть специфичен. 
Показано, что используемые нами пиразинсодержащие 
хемосигналы, при общей схожести, активируют специ-
фические наборы рецепторов дрозофилы (Montague 
et al., 2011). Однако даже если ответ на пиразины на 
уровне рецепторов схож, поведенческие ответные реак-
ции могут крайне различаться (Montague et al., 2011). 
Слабые различия на уровне активации ольфакторных 

Таблица 2
Содержание антителообразующих клеток  
в селезенке самцов-реципиентов мышей линий 
СВА через 3 сут после экспозиции с различными 
пиразинсодержащими соединениями  
(в% по отношению к контролю,%±m%)

Воздействие
Содержание АОК  

в селезенке

Контроль 100 ± 5,8

2,5-диметилпиразин  57 ± 4,8а 

2-метилпиразин  71 ± 9,5а

2,3-диметилпиразин  76 ± 6,7а, б

2,3,5-триметилпиразин  92 ± 13,1б

Обозначения: а — отличие от контроля достоверно; б — 
отличие от действия 2,5-диметилпиразина достоверно 
(критерий Стьюдента, P < 0,05).

Таблица 3
частота митотических нарушений в клетках костного 
мозга самцов мышей линий ICr и СВА после 
24-часовой экспозиции с пиразинсодержащими 
хемосигналами

Вариант
Число 
живот- 

ных

Число
клеток

Общая частота 
нарушений
митоза (%)

Эксперимент 1 (на самцах линии ICR)

Контроль
МП

ТМП
2,5-ДМП

9
12
10
10

2940
3960
3300
3330

4,4 ± 0,38
4,1 ± 0,32
5,6 ± 0,39а

7,1 ± 0,45а, б

Эксперимент 2 (на самцах линии ICR)

Контроль
2,5-ДМП
2,3-ДМП

12
12
12

3830
3800
3840

3,8 ± 0,31
6,8 ± 0,38a

3,8 ± 0,32в

Эксперимент 3 (на самцах линии СВА,  
цит. по Даев и др., 2009)

Контроль
2,5-ДМП
2,3-ДМП

12
12
12

3890
3900
3840

2,9 ± 0,31
6,8 ± 0,33а

2,8 ± 0,31в

Обозначение: а — отличие от контроля; б и в — отличие 
от действия ТМП и 2,5-ДМП соответственно (критерий 
χ 2, P < 0,025 для первого и P < 0,001 для 2-го и 3-го 
эксперимента).
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рецепторов, могут позднее многократно усилиться ней-
ронами более высокого порядка в центральной нервной 
системе, что и приведет к различиям в ответе на одно и 
тоже воздействие разных органов и систем организма, а 
также отразится на поведении. Мыши разных генотипов 
могут иметь различающиеся наборы ольфакторных ре-
цепторов, по-разному распределенные по зонам носовой 
полости, вомероназального и септального органов, ган-
глиев Грюнберга (Mamasuew et al., 2011). Таким обра-
зом, специфическая сеть путей, ведущих в центральную 
нервную систему, может приводить к дифференциальной 
чувствительности животных. В то же время один и тот же 
рецептор может реагировать на ряд структурно схожих 
молекул (Hallem, Carlson, 2006), но с разной аффиннос-
тью. Поэтому разные производные пиразина могут вы-
зывать сходную ответную реакцию реципиентного орга-
низма, различающуюся только по силе ответа.

Различия в реакции на используемые воздействия ан-
тителообразующих клеток селезенки и клеток костного 
мозга мышей, выявленные нами в работе, могут легко 
объясняться спецификой путей, проводящих сигнал к 
разным органам-мишеням, качественными и количес-
твенными различиями в наборах рецепторов на мемб-
ранах клеток-мишеней и другими причинами. Однако 
общим остается то, что 2,5-ДМП, сильнее всего нару-
шая ход митотических делений в клетках костного мозга, 
оказывает и самое сильное иммуносупрессирующее дей-
ствие. Не исключено, что дестабилизацию генома деля-
щихся клеток костного мозга можно рассматривать как 
один из механизмов иммуносупрессии, развивающейся у 
самцов мышей при действии феромона 2,5-ДМП. Сле-
дует отметить, что при подкожном введении изомеров 
ДМП, в частности 2,5-ДМП, самцам крыс у них наблю-
дали уменьшение веса семенных пузырьков, простаты и 
снижение уровня тестостерона в плазме крови (Yamada 
et al., 1993), что может свидетельствовать об угнетении 
репродуктивной функции животных. При этом действие 
2,5-ДМП отличалось от влияния 2,6-й 2,3-ДМП-изо-
меров. Угнетение репродукции наблюдали и у домовой 
мыши при экспозиции с 2,5-ДМП (Даев, 2003; Даев, Ду-
кельская, 2003). Таким образом, производные пиразина 
наряду с торможением полового созревания и иммуно-
супрессией могут подавлять репродуктивную функцию у 
взрослых самцов мышей.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Данные, полученные в работе, демонстрируют влия-
ние некоторых пиразинсодержащих летучих веществ на 
основные физиологические процессы внутри реципиент-
ного организма, ведущие к изменению стабильности хро-
мосомного аппарата клеток костного мозга и содержание 
АОК в селезенке. Такие изменения могут существенно 
сказаться на работе иммунной системы, определяющей 
общую приспособленность организма. Ранее показано 

их влияние и на органы репродуктивной системы (Даев, 
2006; 2011). Наблюдаемые изменения могут быть ге-
нотип- и тканеспецифичны и, несомненно, действие ис-
пользуемых хемосигналов видоспецифично.

Несмотря на продолжающуюся дискуссию о нали-
чии/отсутствии функционально активного вомерона-
зального органа и существовании феромонов у человека 
(Monti-Bloch et al., 1998; Witt, Hummel, 2006; Hummel 
et al., 2011; Trotier, 2011), нет сомнения, что обонятель-
ная система млекопитающих способна распознавать все 
ольфакторные хемосигналы, необходимые и достаточ-
ные для выживания (Taniguchi et al., 2011). Кроме того, 
показано, например, что у человека 2,5-диметилпиразин 
может появляться в составе потовых выделений после 
употребления в пищу некоторых растений (Mebazaa et 
al., 2011). Поэтому возможность дестабилизирующе-
го геном и иммуносупрессирующего влияния широко 
используемых человеком веществ (подобных пиразин-
содержащим), воспринимаемых через систему обоня-
тельных органов, требует в каждом конкретном случае 
тщательной проверки.

Работа поддержана грантами РФФИ 09–04–00693, 
ФЦП (ГК 02.740.11.0698) и грантом Президента РФ по 
поддержке научных школ.
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rESpoNSE oF  IMMuNoCoMpETENT  CELLS oF BoNE 
MArroW ANd SpLEEN oF MouSE MALES oF SEvErAL 
STrAINS To STrESS ANd To pyrAzINE CoNTAININg 
CHEMoSIgNALS 

Daev Е. V., Surinov B. P., Dukelskaja А. V.

SuMMAry ` : The quantity of antibody producing cells and mitotic 

disturbances in dividing bone marrow cells of mice were studied 

after exposure of animals to a physical stressor or various pyrazine-

containing chemosignals. Several different strains of mice were used. 

We demonstrate that immune suppression and destabilization of the 

chromosome apparatus in dividing cells depend on: а) mouse genotype 

and b) side chains position in the pyrazine ring. Importance of this 

effects in the light of wide usage of pyrazine containing substances in 

perfume industry, food production and pharmacology is discussed.

KEy  WordS: `  chemosignals; pheromones; pyrazines; stress; mouse; 

immunosuppression; bone marrow; mitotic disturbances.
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